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Abstract (Basic) : DE 19548476 A 

Compound of formula (I) is claimed: A-X (1-20) -B (1-20) (I). A = 
protein, or fragment, of the TGF- beta superfamily with cartilage 
and/or bone inducing activity; B = 1 or more substituent groups with an 
affinity to the extracellular matrix, cellular components of bone 
and/or cartilage and/or to a biocompatible carrier matrix; X - 1 or 
more covalent bonds and/or spacer groups. Also claimed are: (1) nucleic 
acid sequence encoding a compound of formula (I) in which B is a 
peptide; and (2) vector comprising the nucleic acid sequence. 

USE- The compound may be used to inhibit bone resorption, prevent 
or treat bone or cartilage related disorders, including osteoporosis, 
Paget 's disease, osteodystrophy, osteoarthritis or osteoarthropathy and 
to treat bone or cartilage damage caused by wounding or overloading. 



BUNDESREPUBLIK ©Offejral gungsschrift 

® DE 19548476 A1 



DEUTSCHLAND 




DEUTSCHES 
PATENTAMT 



© Aktenzeichen: 
@ Anmeldetag: 
@ Offenlegungstag: 



19548476.2 
22.12.95 
26. 6.97 



<§) Int. CI.*: 

C07K 14/51 

A61L 27/00 
A61 F 2/28 
C12N 15/12 
C12N 15/63 
C12N I/CM 
C 12 N 5/10 



to 



u> 



LU 

Q 



© Anmelder: 

Biopharm GeseJIschaft zur biotechnologischen 
Entwicklung von Pharmaka mbH f 69115 Heidelberg, 
DE 

©Vertreter: 

H. Weickmann und Kollegen, 81679 Munchen 



@ Erfinder: 

Hotten, Gertrud, Dipl.-BioL, 69245 Bammental, DE; 
Bechtoid, Rolf, Dipl.- Bio.- Chem. Dr., 69126 
Heidelberg, DE; Poh), Jens, Dipl.-Biol. Dr., 76707 
Hambrucken, DE; Paulista, Michael, 69181 Leimen, 
DE 



(§)2elgerichtete Verbindungen mit knorpel- und/oder knocheninduzierender Aktivrtat 



) Die vorliegende Erfindung betrrfft neue Verbindungen mit 
knorpel- und/oder knocheninduzierender Aktivitat, die eine 
hohe AffinitSt zur extrazellutaren Matrix und/oder zu zellula- 
ren Bestandteilen von Knorpel und/oder Knochen von 
Wirbeltieren und/oder zu efner biokompatiblen Tragerrnatrix 
fur Gelenk- oder Knochenimplantate, oder Knochenklebstof- 
fe aufweisen. Die neuen Verbindungen konnen, abhangig 
von der Indikation, durch glelchzeitige Hemmung der Kno- 
chenresorption in fhrer Wirkung verstarkt werden. Die 
Erfindung betrifft weherhin die Herstetiung dieser Verbin- 
dungen und diese Verbindungen enthaltende pharmakologi- 
sche Zusammensetzungen, die zur Behandlung und Praven- 
tion von Erkrankungen die den Knorpel- und/oder Knochen 
betreffen wle z. B. Osteoporose sowie zur Behandlung und 
Prevention von Schadigungen des Knorpel- und/oder Kno- 
chengewebes verwendet werden konnen. 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unteriagen entnommen 

BUNDESDRUCKEREI 04.97 702026/458 



11/28 



DE 195 48 476 Al 



Beschreibung 

Die vorliegende Erfmdung betrifft neue Verbindungen mit knorpel- und/oder knocheninduzierender Aktivi- 
tat, die eine hoh Affinhat zur extrazelluiaren Matrix und/oder zu zellularen Bestandteilen von Knorpel und/ 
5 oder Knochen von Wirbekieren tmd/oder zu einer biokompatiblen Tragermatrix fur Gelenk- oder Knochentm- 
plantate, oder Knochenklebestoffe, aufweisen. Die neuen Verbindongen kdnnen, abhangig von der Indikation, 
durch glekftzenigeHenmrong der Kn^ 

weiterhin die Herstellung dieser Verbindongen und diese Verbindungen enthaitende phannakologischen Zu- 
sammensetzungen, die zur Behandlung und Prevention von Erkrankungen, die den Knorpel- und/oder Knochen 

to betreffen wie z. R. Osteoporose sowie zur Behandlung und Prevention von Schidigungen des Knorpel- und/oder 
Knochengewebes verwendet werden konnen. 

Viele Wachstumsfaktoren aus der TGF-P-Superf amifie and fur einen weiten Bereich medizmischer Behand- 
lungsmethoden und Anwendungen, die insbesondere Wundheihing und Gewebewiederherste&ung betreffen, 
relevant Fur einen OberbEck fiber Mitgfieder der TGF-0-Superfamflie vgL z»B^ Roberts, AR.& Sporn, MR 

15 Handbook of Experimental Pharmacology 95 (1990), 419—472; Kingsley, DM, Genes & Development 8 (1994X 
133—146 und die darin zhierte Iiteratur. Zu den Mkgfiedem zahlen die TGF-P-Proteine, wie das TGF-pi, 
TGF-P2, TCF-03, TGF-04 und TOF-P5, vgLz.R: US-Patent 5,284,763; EP 0376785; US-Patent 4,886747; Mams- 
en, L et aUDNA 7 (1988X 1-8; Derynck, R.et al, EMBO J. 7 (1988), 3737-3743; Jakowlew, S3, etaUMoLEnda 
2(1988X 1186-1195; Kondaiah, P.etaUJ. Biol Chem. 265 (1990X 1089-1093. Eme weitere Unterfamffie bilden 

20 die Acthrme/Tnhibme mh den bislang bekannten Aktivinketten pA, 0B, f)C und 0D, vgL Mason, AJ. et aL, 
Biochem, Biophys. Res, Commun. 135 (1986% 957—964; Hotten, CetaL, Biochem. Biophys. Res. Commun.206 
(1995X 608-613; Oda, S. et al Biochem. Biophys. Res. Comm. 210(1995)1 581-588. Von pA und pB ist bekannt, 
daB sie neben dem Homondimer audi em Heterodhner PA0B bilden kdnnen. Bet Kombmarion mh einer a 
Untereinheh entstehen die Inhibine, die im wesentfichen entgegengesetzte Aktivitaten in Vergleich zu Aktivinen 

25 aufweisen, vgL: Vale, W.etaL, Handbook of Experimetal Pharmacology 95 (1990), 211—248; Vale, W. et aL,The 
Physiology of Reproduction, Raven Press, New York (1994), 1861—1878. Eine weitere Unterfamilie bilden die 
Mitgfieder der BMP (Bone Morphogenetic Protem)-Familie, wozu die Proteine BMP-2 (BMP-2a), BMP-3, 
BMP-4 (BMP-2b), BMP-5, BMP-6, BMP-7 (OP-lX BMP-8 (OP-% BMP-9, BMP-ia BMP-11 zahlen, vig.z.R 
Wozney, JJrf, et al, Science 242 (1988), 1528-1534; Celeste, AJ. et aU Proa NatL Acad. Sci USA 87 (1990) 

30 9843 - 9847; Ozkaynak, RetaL,J- Bk>L Chem. 267 (1 992^ 25220- 25227; WO 94/00432*26893 ; WO 94/26892. Eine 
weitere Untergruppe ist die GDF (Growth Differentiation Factor)-Famwe, zu denen GDF-1, GDF-3, GDF-9 
sowie die fur die Knorpel- und/oder Knochenmduktion insbesondere interessanten GDF-5, GDF-6 und GDF-7 
zahlen; vgb McPherron, AC & Lee, S.-J. BioL Chem. 268 (1993); 3444-3449;5tonn, EE. et aL, Nature 368 (1994), 
639-643; Lee, S.-J.; Proa Natl Acad. ScL USA 88 (1991X 4250-4254. Fur die TGF^P Supeifaniffienmitgfieder 

35 dpp und 60A aus DrosophOa konnte auch em knorpel- und knochenmduzierendes Potential nachgewiesen 
werden, vgb Sampath, TJK. et aL, Proa NatL Acad. ScL USA 90 (1993), 6004—6008. Interessant sind auch die 
Proteine dorsafin und das Bone Formation-Inducing Protein, vgL Basler, K. et aL, Cell 73 (1993), 687—702; WO 
94/01557. Beschrieben sind auch Heterodimere von verschiedenen Mhgliedern, vgL z. R: Aono, A et aL, Bio- 
chem. Biophys. Res. Commun. 210 (1995), 670-677; WO 93/09229; EP 0 626 451. Bekannt ist, daB viele Mitgiieder 

40 insbesondere aus den Unterfamilien der TGF-0-, BMP- und GDF-Familien ein knorpel- und/oder knochenmdu- 
zierendes Potential aufweisen, wobei aber auch Mitgfieder der Aktivmfamflie, zumindest in Kombinauon mh 
weheren TGF-P-SuperfamiBenmitgfiedern, EinfluB auf die KnochenbBdung nehmen konnen; vgL beispielsweise 
Hock, JM et aU EndocrinoL 126 (1990^ 421 -426; Wang et aL, Proa Nad Acad. ScL USA 87 (1990), 2220-2224; 
Wozney et ai, MoL Reprod Dev. 32 (1992X 160-167; Sampath et aL, J. Bk>L Chem. 267 (1992^ 20352-20362; 

as Ogawa, Y. et aL, J. BioL Chem. 267 (1992) 14233-14237; WO 88/00205; US-PS 5£13£49; WO 89/10409; WO 
90/11366; WO 91/05802; WO 92/15323; WO 91/18098; WO 93/00432; WO 93/09229; WO 03/01557; WO 
94/26893; WO 94/26892; WO 94/15949; WO 95/01801 ; WO 95/01802 und EP 0 626 451. 

In WO 93/16099 und WO 95/04819 werden die DNA- und Protemsequenzen von weheren TCF-f* ahnlichen 
Proteinen, insbesondere von MP52, beschrieben, die nicht aus Knochen isofiert warden. Bei MP121 handdt es 

50 sich um das berehsbeschriebeneActn^^ 

knocheninduzierendes Potential nachgewiesen werden konnte. Das humane MP52 hat in seinem reifen Anteil 
nur eine Ammosaure Unterschied im Vergleich zu dem aus Mausen isofierten GDF-5. 

Die Mitgfieder der TGF-0 Superfamflie, die ein knorpel- und/oder knocheninduzierendes Potential besitzen, 
zeichnen sich im reifen Anteil durch hohe Aminosaurehomologien aus und besitzen die TGF-p Superfamilien- 

55 mitgiieder typischen sieben konservierten Cysteine. Mitgfieder dieser Superfamflien liegen in Direr aktiven Form 
normalerweise alle als homo- und/oder heterodimere Proteine von Trotzdem zeigen sie Variationen wie z. & 
das Auftreten in unterschiedfichen Gewebestufen und Entwickhmgsstufen. Hau% zeigen emzelne dieser 
Wachstumsfaktoren neben ihrem knorpe^ und/oder knochenmduzierenden Potential noch weitere Funkdonen, 
was ihre Anwendung bei verschiedenen medlzmischen Indikatsonen ermdgficht Gleichzeitig bedentet dies bei 

60 nicht lokaler Anwendung; wie z. R systemischer Appfikation von hohen Dosen, aber auch die Gefahr von 
Nebenwirkungen. 

Chemische Substanzen wie die Diphosphonsiuren bzw. Diphosphonate bzw. Biphosphonate oder deren Sake 
konnen sich im Knochen von lebenden Organismen anreichern. Untersuchungen haben gezeigt, daB rypische 
Diphosphonsauren nach intravenSser Applikation sehr schnell aus dem Blutkreislauf entfernt und zu emem 
65 hohen Prozentsatz in Knochengewebe angereichert werden; vgL beispielsweise Lin, JH et al (1991) Drug 
M tabL Dispos. 19, 926-932. 

Bekannt geworden sind die Diphosponsauren vor allem durch ihren EinfluB auf den KnochenstoffwechseL So 
kann krankhaft gesteigerter Knochenabbau durch Hemmung der Osteoklastentitigkeit vermindert werd n;vgL 
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beispielsweise Van Gelder, JJM. et aL (1995) Bone 16, 51 1 -520, and Ott, SM (1993) J. Bone. Miner. Res.8 SuppL % 
S. 597— 606. Dies verbessert zwar di negative Bilanz bei Krankheiten im Knochenstoffwechsel wie z. B. der 
Osteoporose, jedoch konnte fur Diphosphonsiiuren ein eher inhibierender EnfluB aof menschliche Osteoblasten, 
die fur den Kochenaufbau verantwortfich sind, gezeigt werden; vgL Khokher, MA 8c Dandona, P. (1989) Meta- 
bolism 38, 184-187. - 5 

Hemmung der Knochenresorption kann auch erreicht werden durch Proteine, die eine Arginin-Gtyrin-Aspa- 
raginsaure (RGD) enthalteo. Peptide mh einer RGD-Sequenz binden an Oberflachen-Rezeptorea einiger Zellen 
. and verhindern damit deren Bindong an extrazeHuIare Matrix. Proteine mit RGD-Sequenzen, wie z. B. das 
Ecbistatin oder Kistrin sind in der Lage, die Adhasbn von Osteociasten an die Knochenmatrix und damit deren > 
Resorptkmzuhemmen;vgLz.B4vantoPtaj^ io 
al J. Bone Miner. Res, 9 (1994), 381—387; Horton, M.A etaUJ. Bone Miner. Res. 8 (1993), Endocrinology 132; 
1411-1413L 

Somh liegt der vorliegenden Erfindnng die Aufgabe zugrunde, neue Verbindungen berehzustellen, die hohe 
knorpel- und/oder knocnenindnzierende Aktrvhaten aufweisen soflen, und (fie gieichzehig eine hohe Affinitit 
zurextrazeflularen Matrix und/oderzelhu'ar^ is 
und/oder zu einer biokompatiblen Tragennatrix zeigen sollen, Dadurch sollen die Verbindungen insbesondere 
im Knochengewebe mh dem Ziel einer gesteigerten Knochensynthese angereichert werden, um die Behamflung 
oder Pravention von Erkrankungen, die den Knorpel- und/oder Knochen betreffen und (tie insbesondere mh 
einem Verinst an Knochensubstanz einhergehen oder Schacfigungen des Knorpel- tmd/oder Knpchengewebes 
sowie die Fixtenmg bzw. Stabilisierung von Implantaten zu verbessern. Ferner sollen neue Verbindungen 20 
berehgestelh werden, (fie neben einer knorpel- und/oder knochenmduzieraiden Aktrvhaten gjekteehig eine 
Verringerung des Knochenabbaus durch Hemmung der Osteoklasten bewirken. 

Diese Aufgabe wird Airch (tie m 
wird eine Verbindung berehgestelh, die folgende aDgemeine Forme! umfaBt: 

25 

AXmBm 

wobei A ein Protein der TGF-f^uperfamftle mh knorpel- und/oder knochenmduzierender Aktivitat oder ein 
Fragment davon bedeutet, B ein oder mehrere gleiche oder verschiedene Anhanggmppen mhn=l — 20 und mit 
emer Affinitat zur extrazelmlaren Matrix und^ 30 
und/oder zu einer biokompatiblen Tragennatrix bedeutet B kann, abhangig von der Indikatkm, gleichzeitig die 
Knochenresorption hemmen. X bedeutet eine oder mehrere kovalente Bindungea oder etnen oder mehrere 
Abstandshalter mh m«l— 20, die gleich oder unterschiediich son kdnnen. X bleibt im Korper vorzugsweise 
stabfl, kann fur einige Anwendungen aber auch, vorzugsweise am Wirkort, beispielsweise hydrohytisch abgespal- 
tenwenlen,sodaBAundBfreigesemwerdeanka^ 35 

Der Begriff "Protein der TCF-p-Superfamilie mit knorpel- und/oder knocheninduzierender Aktivhat* bedeu- 
tet ein Protein, das im reifen Anteil die charakterisuschen konservierten 7 Cysteine enthih. Dazu z&hlen 
MhgKeder der TGF-JK der Achrvin-, der BMP- und der GDF-Famffie und msbesondere MP52 sowie Fragmente 
davon mit gnmdsatzlich derselben Aktivhat. UmfaBt sind bevorzugt Hc^nodimere der genannten Proteine, aber 
auch Heterodimere aus verschiedenen Fanntienrnhgiiedern. Bevorzugt umfaBt sind Proteine, die denselben 40 
Rezeptonnechanismus und/oder dieselbe Signalfil>enragung wie die Mitgiieder der BMP- und/oder GDF-Fami- 
lie, insbesondere von MP52 beshzen. Das knorpel- und/oder knc<^enmduzierende Potential kann in ekannten , 
Versuchen wie z. R. in vivo durch Induktion von Knorpel- und/o der Knochen nach Implantation des Proteins mh 
einer geeigneten Tragennatrix in die Rattenmuskulatur; vgL z. B. Sampath,TJL et aL, J. BioL Chem. 267 (1992% 
20352—20362 und/oder in vitro durch Induktion von Aflcafischer Phosphatase Aktivhat auf ROB-C26 Zellen; 45 
vgL Yamaguchw A et aL, J. CelL BioL 113 (1991), 681-687 und/oder W-20-17 Zellen; vgL Thies, RS. et aL 
EndocrinoL 130 (1992), 1318—1324 und/oder Stimulation der Expression von Protemen der ertrazellularen 
Matrix, vgL: Hock, JJvl et aL EndocrinoL 1 26 (1 990% 42 1 —426 und/oder in Versuchen wiesiebei Chen, P. et aL, 
Exp. Cell Res. 195 (1991X 509-515 und/oder Vulricevic, S, et aL Proc NatL Acad ScL USA 86 (1989), 8793-8797 
beschrieben sind, fiberpruft werden. Das Protein kann als reifes Protein, aber auch als Vori&ifer-Protein oder 50 
Protein mh verschiedenen Prozessierungen im PropeptidanteO und/oder mit N- und/oder C-tenmnalen Amino- 
sauresequenzen, welche die biologische Aktivhat im wesentlichen nicht beeinflussen, voriiegen Das Protein 
kann siibsthmerte oder eingefQgte Aniinosauren enthalten oder dektiert sein, ebenfalls unterder Vorausset- 
zung,daBdie Aktivhat nicht wesenweh beeimTuBt wird, und aus verschiedenen Spezies, wie z. . Mensch, Maus, 
Ratte, Rind oder Schwein isoliert sein. Ferner kann das Protein durch im Stand der Technik bekannte Metboden, 55 
beispielsweise Grycosylierungen, Phosphauerungen, Sulfatierungen und Veresterung mh Fetten modifiziert sein, ; 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfmdung ist A ein Protein aus der GDF- oder 
BMP-Familie oder ein Fragment davon. 

In einer besonders bevorzugten AusfQhrungsform der vorliegenden Erfindung umfaBt das Protein A das 
MP52-Protein mit der in Fig. 1 gezeigten Primarsequenz oder ein Fragment davon. Inbesondere umfaBt diese 60 
AusfOhrungsform das reife MP52 oder funktioneQe AnteOe bzw. Fragmente davon, wobei die aktive Form 
vorzugsweise als Dimer vorliegt Besonders bevorzugt sind funkdoneUe TeObereiche bzw. Abschnitte bzw. 
Fragmente, die mindestens den Bereich der si ben konservierten Cysteine enthahen. 

Der Begriff "Fragment* bedeutet einen Teil des Prot ins A, der im wesentBchen auch ine knorpel- und/oder 
knocheninduzierender Aktivitat aufweist 65 

Der Begriff "Abstandshalter* bedeutet eine Verbindung von mindestens zwei reaktiven bzw. funktionellen, zur 
Bindung an A und B befahigten Gruppen, wobei diese Gruppen gleich oder unterschiediich sein kdnnen. 
Bevorzugt sind Verbindungen mit unterschiedlichen reaktiven Gruppen. Die reaktiven Gruppen kdnnen inner- 
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halb oder an den linden des Abstandshahers X lokalisiert sein, Die reakuve Gruppe fcann eine Carboxylgruppe, 
erne Aminogruppe, eine Hydroxylgruppe oder eine Sulfhy dryl gr upp e sein, 

Der Abstandshaiter kann z. B. ein Oligopeptid sein. Der Abstandshaiter kann ein substhuierte oder unsubsti- 
tuiert Kette mh vorzugsweise 1—100 Atomen bzw. Kettenatomen, insbesondere Kohlenstoff-, Sauerstoff-, 
Stickstoff- nnd/oder Schwefel-Atome sein, Per Abstandshaiter umfaBt auch mebrer derartige Ketten, die fiber 
Kohlenstoff-, Sauerstoff-, Stickstoff- imd/oder Schwef el-Atome verbruckt sindL Die Substituenten kdnnen z. Bl 
Hydroxy!-, Sulfhydryi-, Alky!-, und/oder cydische oder heterocychsche Groppen wie z. B. Kohlenhydrate sent 
Beispiele, die aber nicht begrenzend sein sollen, and nachfojgend ausgefuhrt, wobei n 1—50 and AS eine 
befiebige Ammosaure bedeutet: 

P SH CH SH 



(-G%-C%-0-) n ; (<^^<^-^) n (-CEJjK3^-S-) a ; (H3%-C^-CH 2 -S-) n ; 
fH CH CH SH 

~0 R " 

I K 
-C -N- 
I I 
AS AS 



f n 1 f CC%-0) a 1 

J(C%) n -<3£-(CH 2 )J a [(CS^) n -CH-(C%> a -0-J 



Vorzugsweise verleiht der Abstandshaiter der erfmdnngsgemaBen Verbindung eine hydrophOe Eigenschaft 
Der Begriff *Anhanggruppe* bedeutet in einer ersten erffodungsgemaBen Ausfuhrungsform ein Peptid mit 
einer insbesondere unter physiologischen Bedingungen ausreichenden Affinitat fur spezifische Bestandteile der 

45 extrazeDularen Matrix und/oder zellularer Bestandteile von Knorpel oder Knochen und/oder einer biokompati- 
Men Tragermatrix, urn daran gebunden zu werden* Davon umfaBt smd auch Peptide, (fie eine RGD-Sequenz 
, enthahen. Der Begriff umfaBt weiterhin pohyklonale oder monoklonale Antikdrper oder spezifische Fragmente 
davon. Die Sehenketten des Peptids kdnnen durch im Stand der Technik bekannte Methoden, wie vorstehend 
aufgefuhrt, modifbdert sein. Insbesondere kdnnen Zuckerreste fiber N- and O-gfykosidische Bindungen zur 

50 HydVophiDsienmg des Peptids eingefuart werden. 

Der Begriff "extrazeflulare Matrix* umfaBt Bestandteile von Knorpem and Knochen auBerhalb von Zellen, 
insbesondere die verschiedenen KoDagentypen z» B. Koflagen I, H V, IX, X, XI und XIH weiterhin Hydroxylapa- 
th, Proteogiycane und Grycosaminoglykane wie beispielsweise Chondroitinsulfat, Biglykan, Decorin und/oder 
Hyaluronsaure, writerhin Proteine wie z. B. Osteopontin, Sialoprotem, Osteonectin, Osteocalcin, T junfnfn^ Fibro- 

55 nectin. Vitronectin, Thrombospondin, CMP (Cartilage Matrix Protein) und Dentin I^iosphoprotem. 

Der Begriff "zellulare Bestandteile im Knorpel und/oder Knochen* betrifft lebende Zellen im Knorpel und/ 
oder Knochen wie beispielsweise Chondroblasten, Chondrocyten, Chondroklasten, Osteoblast en, Osteocyten, 
Osteoklasten und Odontobiasten. 
Der Begriff *biokompatible Tragermatrix* umfaBt insbesondere Gelenk- oder Knochenimplantate. Matrices 

60 kdnnen aus Materialien bestehen, die berehs fur Implantationen in der Augemem- und Zahnmedizin eingesetzt 
werden. Bestandteile von Tragermatrices and z. B. Hydroxylapatit, Calrimnsulfate, Calciumcarbonate, Tricaldi- 
umphosphate, Pory-Milchsauren bzw. deren Derivate (z. R. Poly [DJLr(lactide-co-gIycoIide)] und/oder Bestand- 
teile der extrazetfularen Matrix. Dazu zahlen auch verschiedene Koflagentypen, wie sie Z.B. aus Knochen 
und/oder aus der Haut isoOert werden kdnnen. UmfaBt ist auch von Korallen gebHdetes Material wie z. B. 

65 Biocoral (erhaldich von Innoteb, Frankreich). Als Tragermatrices verwendbar and auch keramische und/oder 
metallisch und/oder glashaltige Werkstoffe, wie z. B. gesintertes Hydroxylapatit oder Titan. Di Tragermatrices 
kdnnen auch aus Kunststoff en bestehen, darunter sind auch Knochenklebstoffe wie Polymethyfacrylate umfaBt 
Di Tragermatrices kdnnen sich aus mehreren Bestandteilen zusammensetzen, so z. B. Hydroxylapatit kombi- 
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niert mit Koflagen (z. B. Healos, erhaltlich von Orquest Inc, CA, USA). Di erfindimgsgemaBe Verbindang muB 
eine Affinitiit zu einen oder mehreren Bestandteilen der Tragermatrix haben. Die erfmdungsgemlBe Verbin- 
dung kann dabei in der gesamten Tragermatrix verteflt sein oder lokal auf eine Oberflache appliziert werden, wi 
z.RbeiderV rankenmgvonProthesen. 

In iner bevorzugten Ausfuhrungsform der vorfiegenden Erfindung ist die Anhanggruppe B ein Peptid and 5 
mit seinen C-Tenninns fiber eine Ainidbindung, vorzugsweise eine Peptidbindung, am N-Tenninus von A 
gebunden. 

in einer weheren bevorzugten AurfQhnmgsfonn der vorliegenden Erfindung ist die Anbanggruppe B ein 
Peptid and der Abstandshaher X ist ein Otigopepticl wobei das Peptid mit semem OTerminus uber erne 
Anridbindung, vorzugsweise eine Peptidbindung, am NTerminus des Oligopeptide gebunden ist und das Oligo- to 
peptid mit seinem CTerminus uber eine Amidbindung, vorzugsweise eine Peptidbindung; am N-Tenninus von A 
gebunden ist 

Die erfmdungsgemaBe Verbindung, die eine Anhanggruppe gemaB der ersten AusfQhrungsform enthalt, kann ; 
am N- und/oder C-Tenninus fiankierende Aminosauresequenzen, wie Signalpeptide, Propeptide oder Fragmen- 
te davon umfassen, welche beispielsweise die erfindungsgemaBe Verbindung durch enzymatische Abspahung is 
des Propeptids oder Fragmenten davon in ihre biologisch aktive bzw. native bzw. reif e Form uberfuhrt 

Das Pep tid als Anhanggruppe B gemaB erster Ausfuhrungsform oder das OHgopeptid als Abstandshaher X 
wird vorzugsweise am NTermmus des Proteins A gekoppeh. Es ist berehs bekannt, daB Unterschiede oder 
Modifikationen an den reif en Proteinen wie z. B. unterschiedliche N-Termini die Aktivkat der reif en Proteine , 
nicht wesenthch verindern. Genannt sei in diesem yiignmingnliang das Protein HisMP52, das trotz zusStzlicher 20 
Aminosauren am NTerminus aktiv ist, vgL: Krieglstien K. et aU Neuroscience Res. 42 (1995), 724—732. Bei der 
prakttschen Diirchfuhrung kann cfie DNA, die for das Peptid wid/oto 

das Protein kodiert, vorangesteDt werden. Dies kann mit den Stanriardmethoden der PGR (Polymerase-Ketten- 
reaktion) und den rekombinanten Klonienmgstechniken durchgefuhrt werden. Wrchtig dabei ist, daB der Leser- 
ahmen eingehalten wird Die Expression und Reinigung der so erhaltenen Fusionsproteine erfolgt nach im Stand 25 
derTechnikbekanntenMethoden. 

Bd diesem HersteDungsverfahren ist es vorteilhaft, daB das Peptid und/oder das Oligopeptid defininiert am 
N-Tenninus des Protiens hangen. Ankoppeln groBerer Anhanggruppen wie Peptide an die Oberflache, & h. 
bestimmte Sdtenketten der Proteine kdnnen unter Umstanden deren Bindeverhaiten an Rezeptoren und/oder 
deren Aktivkat stark beemflussen, 30 

Es gibtverschiedene Mdgfichkehen, um Peptide* die eine Affinitat zu knorpd- und/oder knochenspezifischen 
Strukturen beshzen, zu erhaltea Bd solchen knorpd- und/oder knochenspezifischen Strukturen kann es sich 
Z.B. um Proteine wie verschiedene KoQagen-typen, Osteopontin oder Osteonectin handeht Man kann diese 
spezifischen Strukturen nun als Antigen zur Generierung von monoklonalen Antikdrpern einsetzen. SobaM eine 
HybridomzelHnie, die den gewtinschten monoklonalen Antflcorper mh einer einztgen Spezifitat gegen das 35 
Antigen exprimiert, isoliert ist, kSnnen aus dieser die RNA isoliert werden. Nach Umschreiben der RNA in eine 
cDNA, wird diese in eine PCR emgesetzt, die die Amplification der variablen, antigenbindenden Regionen des 
Antikdrpers eriaubt Die so isoHerte DNA kann durch kfinstlich an den Enden der PCR-Fragmente eingefOhrten 
Restriktionsschnhtsteflen vor die DNA, (fie fur den entsprechenden knorpel- und/oder knocheninduzierenden 
Faktor kodiert, kloniert werden. Dabd muB die Beibehaltung des Leserahmens der antigenbindenden Domane 40 
und des Proteins beachtet werden. Alternanv zu monoklonalen Antikdrpern ist es auch mdghch, Phagen-Anti- 
kdrper zu generieren. Ein solches System (Recombinant Phage Antibody System) ist im Handel, beispielsweise 
bd Pharmacia, erhaltlich. 

Die Sdektion von Peptiden mh den gewunschten Binriungsaffimtaten kann vorzugsweise mit Peptid-Banken 
erfolgen, die im Handel beispielsweise bd MoBiTec, erhaltlich and Bd solchen Systemen werden randomisierte 45 
Peptide an den N-Tenninus eines fuamentdsen Phagenproteins (z. B. pQI Genprodukt) fusioniert Die randomi- 
sierten Peptide haben typischerweise eine GroBe von 6,8 oder 15 Aminosauren. Zur Erzielung von hohen 
spezifischen Affinitat oder Erkennung von Sekunaarstnikturen kann es aber von Vorteil sein, randomisierte 
Peptide bis zu einer Lange von 90 Aminosauren einzusetzen. Das Fudonsprotein wird an der Oberflache got 
zuganglich fQr mogfiche Bindungspartner prasentiert Durch mehrmalige AfftnMtsreinigung und AmpEHkation 50 
lassen sich Phagen anreichern, die Peptide mit dner Afimh&t zu den immobilisierten knorpel- und/oder kno- 
chenspezifischen BestandteHen und/oder biokompatiblen Tragennatrixbestandteflen aufweisen. Die DNA ein- 
zdner Phagen kann isoliert werden und der Bereich, der fut das randomisierte Peptid kodiert; sequenziert 
werden, Diese DNA kann dann wiederum unter Beibehaltung des Leserahmens stromaufwarts von der DNA, 
die fur das knorpd- und knochenmdn7ierende Protein kodiert, kloniert werden. Dies kann je nach GroBe des 55 
Peptides fiber eine Ohgonukleotidsynthes des Strangs und Gegenstrangs mit eventueH znsatzfrchen Restrik- 
tionsschnittstellen an den Enden oder Ober im Stand der Technik bekannte PCRTechniken erfolgea 

Von einigen Bestandteilen der extrazellularen Matrix und/oder der biokompatiblen Tragermatrix wie z. B. 
dem Hydroxylapatit ist berehs einiges bekannt fiber die Art der Wechsehvirkung mit Proteinen; vgL MP. 
Deutscher, Guide to Protein Purification, Methods in Enzymology 182; Academic Press, INC S. 329 1) Aufgnmd eo 
solcher Daten lassen sich Peptide ersteUen, die voraussichtlich eine hohe Affinitat zu z. R Hydroxylapatit 
aufweisen. 

Bekannt sind auBeidem berehs Wechselwirkungen von zellularen Bestandteilen mit Peptiden. So verfugen 
z. R die Osteoklasten Ober Rezeptoren, di Peptide mit RGD Sequenzen binden, wodurch die osteoklastisch 
Resorption von Knochenmatrix inhibiert wird Solche Peptide sind z. R das Echistatin, Kistrin, GRGDSPK oder gs 
GRGDSP; vgL von der Pluijm G.etal,J. Bone Miner. Res. 9 (1994^ 1021— 1028; King, ILL. etaL, J. Bone Miner. 
Res. 9 (1994), 381 —387; Horton, MA. etaL, J. Bone Miner. Res. 8 (1993X 239—247; Gronowicz, GA. & Derome, 
ME, J. Bon Miner. Res. 9 (1994), 193—201. Diese Peptide kdnnen direkt oder tiber einen Abstandshaher an den 
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N-Tenninus eines knorpel- und/oder knochemnduzierenden Proteines der TGF-P-Saperfamifie g hangt wer- 
den. 

Ein Peptid als Anhanggroppe B ist insbesondere dann von Interesse, warn di knorpel- und/oder knochenin- 
duzierenden Faktoren Iokal auf einer biokompatiblen Tragermatrix verwendet werden. So haben Tragermate- 
5 rialien haufig KoIIagen oder Hydroxyiapath als BestandteiL Somit kann durdi Anhangen eines Peptides mit 
Affmkat zu KoIIagen und/oder Hydroxyiapath erreicht werden, dafi die erfindungsgemSBe Verbmdung bevor- 
zngt auf dem Tragermaterial verbleibt, nicht weh diffundiert and damit die Verbindung am Wirkort forfeit. Dies 
kann besonders bei wenig pordsen Trigermaterialien von Vorteil sein. Ein Beispiel fQr die Anwendung ware die 
bessere Fbrferung einer Prothese im KnochengerOst Daffir wtrd die Prothese an der ObergangssteHe zum 
io Knochen zunachst mit Hydroxylapatit und nachfolgend mh der erfindungsgemaBen Verbindung; dessen An- 
hanggruppe eine Affinhat zu Hydroxyiapatit aufweist, oder gieicbzehig mit beiden beschichtet 

On Peptid als Anhanggruppe B ist aoch von besonderem Interesse bet Knochentransplantationen and 
Zahnimplantaten, wobei die Oberflache von Knochen und/oder Zahnen mit der erfindungsgemaBen Verbindung 
bestrichen werden kann, um die bkale Fndenmg der naturlichen oder auch kunstHchen Implantate zu beschleu- 
15 nigen tmd zu verbessern. Die beiden zu verbindenden Knochenteile konnen vor der Application der erfindungs- 
gemaBen Verbindung aufgeranht werden. 

Ein weiterer Gegenstand der voiiiegenden Erfindung ist eine Nukleinsaure, die mindestens eine fur die 
erfindungsgemaBe Verbindung die eine Anhanggruppe gemafi der ersten AtisfQhrungsf orm enthait, kodierende 
Nnkleinsauresequenz nmfaBt, wobei die Nuklemsanresequenz entsprechend dem genetischen Code degeneriert 
20 sein kann. Die erfindungsgemaBe Verbindung kann durch posttrandatkmale Reaktionen in vivo oder durch im 
Stand der Technik b ekannte chemische und/oder enzymatische Methoden in vitro modifiziert sein. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung umfaBt die Nuklemsaure die in Fig. 2 
gezeigteDNA-Sequenz. 

Die Begriffe "NuFdemsaure* oder "Nuklemsanresequenz* bedeuten natQrfiche oder haibsynthetische oder 
25 synthetische oder modifizterte Nukleinsauremolekule aus Desoxyribonukleotiden und/oder Ribonukleotiden 
uWodermcKiinBertenNiikleotiden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Vektor, der die vorstehend definierte, erfindungs- 
gemaBe Nukleinsaure zur Expression der erfindungsgemaBen Verbindung in prokaryotischen oder eukaryoti- 
schen Wirtszellen enthait Der erfindungsgemaBe Vektor kann vorzugsweise geeignete regulatorische Elemen- 
30 te, wie Promotoren, Enhancer, Terminationssequenzen enthahen. Der erfindungsgemaBe Vektor kann beispieis- 
weise ein Expressionsvektor oder ein Vektor zur vorzugsweise stabilen Integration der erfindungsgemaBen 
Nukleinsaure in das genetische Material einer Wirtszelle sein. Ein geeignetes Expressionssystem ist beispielswei- 
se das Bakulovirus-System, das E. coli-Ezpressionssysem bzw. Expressionsvektoren fur Saogerzellen wie z.R 
auf Vaccinia-, Adeno-, SV40- oder auf Retroviren basierenden Vektoren. 
35 Es ist leicht feststellar, weScher minimale Nukleinsaure- AnteQ erf orderlich ist, um ein exprimiertes Protein zu 
erhalten, das knorpel* und/oder Imocheninduzierende Aktrvhat besthzt Ein geeignetes in vhro Testsystem ist 
z. R in Yamagucchi etaLJ.Cefl BioL 113 (1991), 681 -687 und/oder in Hock, JJvL et al Endocrinol 126 (1990), 
421—426, und ein geeignetes in vivo Testsystem z,B. in Sampath, TJC et aL, J. Biol Chem, 267 (1992) 
20352-20362, beschrieben. 

40 Ein weiterer Gegenstand der vorfiegenden Erfindung ist eine Wirtszelle, welche die erfindungsgemaBe Nu- 
kleinsaure oder den erfindungsgemaBen Vektor enthah. Geeignete WirtszeDen sind beispielsweise Prokaryon- 
ten, wie E. coli oder BadDus, ein Pilz wie Hefe, oder eukaryotische Wirtszellen wie Pflanzenzellen, beispielsweise 
Tabak oder Arabidopsis, Saugerzellen, beispielsweise HuTX-, NIH3T3-, Lr, Mo-, COS-, Hela-, CHO-Zeffinien, 
oder Insektenzellen, beispielsweise Spodoptera frugiperda (SF9) oder Trichoplusia ni (FN368). Unter Ausnut- 

45 zung von Insektenviren kdnnen Mhglieder der TGF-P-Superfamflie auch in Insektenlarven zur Expression 
gebracht werden; vgl beispielsweise Ishida et al (1994) J. Biochem 115, 279— 285L FQr eine ausreiehende 
Expressionsrate ist die erfindungsgemaBe Nuklemsaure entweder im genetischen Material der Wirtszelle stabil 
integriert oder der erfindungsgemaBe Vektor enthah geeignete regulatorische Bereiche zur Repfikation, Trans- 
kription und/oder Translation in vivo und/oder in vitro, d. h. auch im zelhreien System. 

50 Ein weiterer erfindungsgemaBer Gegenstand ist etn Verfahren zur Herstellung der erfindnngsgemfiBen Ver- 
bindung, die eine Anhanggruppe gemaB der ersten Ajisffihrungsf orm enthait, ixmfassend die Schritte: 

(a) Transformation bzw. Iransfektion geeigneter Wirtszellen mit der vorstehend definierten Nukleinsaure 
oder dem vorstehend definierten Vektor, 
55 (b) Zuchten der transf ormierten Wirtszellen unter fur die Expression der Verbindung geeigneten Bedingun- 
gen in einem Kulturmedium, und 

(c) Isofierung der Verbindung aus den Wntszeflen oder dem Kuhurmedium. 

Die Remigung von exprimierten MHgfiedern derTGF-^Superfamule erfolgt nach herkSmmEchen Methoden. 

6o Bei der HersteQung in Bakterien konnen die Proteine in Form von EinschluBkdrpern ("inclusion bodies") 
vorliegen, wie es z. B. bei MP52 der Fall ist Diese EmschluBkdrper werden nach an sich bekannten Methoden 
renaturiert, um das Protein, beispielsweise MP52, in einer aknven Form zu erhalten. In E coli exprimiertes MPS2 
kann zu einem aknven Protein zuruckgefaltet werden, vgb Krieglstein K. et al, J. Neuroscience Res. 42 (1995), 
724—732. Weitere Untersuchungen haben ergeben, daB Z.B. BMP-2 ebenfalls in E.coli exprimiert und zum 

65 Dimer gefahet werden kann. 

Der Begriff "Anhanggruppe* bedeutet in einer zweiten erfindungsgemaBen AusfOhrungsf rm eine Di- 
phosphonsaure, die mindestens eine zur Kopplung an A oder X befahigte, vorzugsweise endstandige Gruppe 
enthait oder ein Salz davon ist Insbesondere hat die Anhanggruppe B die f olgende Formel: 
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R-(P03H2)2 

worin der Rest R beispiekwds aus Gruppen best ht, wie sie to den Patenten WO 9506052 A, WO 9324499 A; 
WO 9324497 A, WO 921 1269 A, WO 921 1268 A, WO 921 1267 A, WO 9203451 A, WO 91 10646 A, WO 9015806 A, 
WO 9012017 A, WO 8909775 A, WO 8703598 A, US 5412141 A, US 5338731 A, US 5196409 A, US 5039819 A, JP 5 
05339280 A, JP 05032684 A, JP 63295595 A, JP 63066190 A, EP 600834 A, EP 600871 A, EP 620227 A, EP 576396 
A, EP 548884 A* EP 521622 A, PE 498424 A, EP 491374 A, EP 464509 A, DE 42 44 422 A, DE 39 17 153 A v DE 
37 19 513 A, DE 35 40 150 A, EP 416689 A, EP 354806 A, EP 304962 A, EP 304961 A, EP 252504 A, EP 282320 A, 
EP207557 A, EP 197478 A,EP 189662 A, EP 170228 A, AU 8551534 A, tmd 

auf deren Offenbarung hiermh Bezug genommen wird Umfafit sind auch Diphosphonsauren wie z. B. Alendron- 10 
saure, CtodronsSure, Pamidronsaure, Etidronsaure, Neridronsaure, Risedronsiure, Tfludronslure, Mildronsaure, 
Amiiwhydroxy-Propytiden-Diphospnonsaure, YM 175 oder BM-210995 und deren Sake* Insbesondere sind 
auch f^ianMiTtftgt^-i f i-H»phft^h«ng3ifmn und heterocyclische Iniinobismetbyien-Diphosphonsauren and de- 
ren Derivate und SaheumfaBt;vgL:EP 600371 A; EP 620227 A; EP 546548 A. 

Insbesondere besteht der Rest R aus Rl — C— R2, wobei Rl eine Hydroxylgruppe, Aminogruppe, Halogen- 15, 
gruppe, Carboxylgruppe, Sulfhydrylgruppe, Guamdmumgruppe oder em Wasserstoffatom bedeutet und R2 
einen unsubstituierten oder durch Cl-20-ABcyi- und/oder Arylreste und/oder KoMenhydratreste substhuierten, 
linearen, verzweigtkettigen, cyclischen oder hetcrocych'schen, gesatngten oder nngesitogten Cl-20»Kohlenwas- 
serstofhrest bedeutet, der mindestens eine zor Kopplung an A oder X befahigte, vorzugsweise endstandige 
Gruppe enthalt, oder em Salz davoa 20 

Spezinsche Beispieie der Anhanggruppe gem£B zweiter Ansfihrungsform sind Derivate der 1-Hydroxy- 
lj-diphosphonsauren; vgL Z.R: EP 0494 844, WO 9400462 A v DE 4244423 A* DE 40 11 777 A, und GB- 
A-224806L 

In alien Fallen gilt, daB die Diphosphonsaure mindestens eine zur Kopplung an A oder X befahigte, vorzugs- 
weise endstandige reaktive Gruppe enthalt oder ein Salz davon ist 25 

In einer bevorzugten Ansfflhnirtgsfbrm ist die zur Kopplung an A oder X befahigte Gruppe eine Carboxyl- 
gruppe, eine Ainmograppe, eine Sulfhydrylgruppe, eine Hydroxyignippe oder ein Kohlenhydratrest 

Ein weiterer Gegenstand der vornegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung einer erfmdungsgema- 
Ben Veifcindung; die eine Anhanggruppe gemafl zweiter AusfQhrungsfbnn enthalt, wobei entweder (J) die 
Anhanggruppe B chemisch an A gekoppelt wird oder (u) die Anhanggruppe B chemisch an den Abstandshaher 30 
X gekoppelt wird und/oder der Abstandshalter X chemisch an A gekoppelt wird. 

Zur Herstellung der Anhanggruppe B kdnnen im Stand der Technik bekannte Verfahren verwendet werden; 
vgLz.BuEP0494844undGB2248061.EinwichtigerGesichtspun^ bei der Hemelhingdieser Anhanggruppe 
istdienacMolgendeVerimupfungdCT # 

Die Kopplung eines Proteins an eine chemische Substanz kann unter Ausnutzung verschiedener chemischer 35 
Reaktionen erfolgen; vgL beispieisweise Glazer, AN, DeLange, RJ, Sigman, DS. (Laboratory techniques in 
biochemistry and molecular biology, Chemical modifkstrions of proteins, Elsevier Biomedical press, 1975), Six 
Wong (Chemistry of protein conjugation and crosslinkm^ GRC Press, 1991) und Means and Feeney (Chemical 
moderations of proteins, history and applications, Bioconjugate Chem. 1, 1990). Von besonderem Interesse ist 
die Kopplung der Anhanggruppe oder des Abstandshalters Qber eine Amklbmdung an das Protein der ermv 40 
dnngsgem&Ben Verbindung. DafQr ist es notwendig, daB die Anhanggruppe oder der Abstandshalter eine 
Amino- oder eine Carboxylgriippe enthalt Die Bildung einer stabilen kovalenten Amidbmdung kann fiber 
bestimmte Kopphingsreagenzien wie Z.B. N^3-Dimethylami^ 

N-Hydroxysuccminiide oder Sulfo-N-Hytnx>xy-su(xmtoiide vennitteh werden; vgL beispieisweise Sheehan, J.C 
andLedis,SJL(1973)J.Am.Soc.95,875. 45 

Viele BMP-Mitglieder und auch das MP52-Protein verfQgen fiber eine Anhaufung von basischen Ammosau- 
ren (Lysin und Arginin) in der Nahe des N-Tenninus. Sowohi die freien Ammogruppen der Lysinreste als auch 
der N-Tenninus selbst kdnnen fur eine Kopplung der Anhanggruppe oder des Abstandshalters genutzt werden. 
Auf der Oberfiache der Proteine gibt es in Abhangigkeit von der Art des TGF-^^upeifamiOenmitgliedes aber 
noch zus&zlicbe Aminogruppen von Lysinen, die fur eine Kopplung frei zuganglich sind Trotzdem kann es von 50 ... 
VorteH sein, eine Anhanggruppe mh einer zusatzfichen Carboxyigruppe als reaktive Gruppe zu verwenden, urn 
eine vorzugsweise Kopplung der Anhanggruppe fiber eine Aimdhindimg an bzw. in der Nahe des N-Tenninus 
zubewirken. 

Em weiterer Gegenstand der Erfmdung ist die Herstellung und Verwendung einer Verbindung bei der zwei 
oder mehr Anhan^ruppen, die verschieden seien kdnnen, enthahen sind Ein Beispiel ist eine Verbindung ndt 55 
einem Peptid, das die RGD Sequenz am N-Tenninus des knorpel- und/oder knocheninduzierenden Proteins der 
TGF-p^uperfanrilie und zusatzBch mehreren Diphosphonsauren enthalt Ein weheres Beispiel ware eine Ver- 
bindung bestehend aus einem Peptid mh Anmfclt zu Hydroxyhpath am N-Tenninus des knorpel- und/oder 
knocheninduzierenden Proteins der TOF-P^uperfamilie und zusatzlich mehreren Diphosphonsauren. Die An- 
hanggmppen kdnnen dabei fiber eine kovalente Bindung und/oder einen Abstandshalter mh dem Protein der 60 
TGF-P-Superfamflie verbunden sein. Mit derartigen Verbindungen lassen sich AffiniUten zu Knorpel- und/oder 
Knochenbestandteflen und/oder biokompatiblen Tragermatrix zusatzlich verstarken und in Abhingigkeh von 
der Indikation mit einer Reduktion der Knochenresorption kombinierea 

Di erfindungsgem&Ben V rbindungen kdnnen auf ihre Whksamkeit in gangigen Testsystemen wi z. B. dem 
TiermodeD der ovariektomierten Ratt getestet werden; vgL Wronski et aC CalciL Tissue int 37 (1985), es 
324-328; Durbridge et aL Calrif. Tissue Int 47 (1990), 383-387, 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine pharmazeutisch Zmammensetzung; die minde- 
stens eine erhndungsgemiBe Verbindung in einer pharmazeutisch wirksamen Konzentration und gegebenen- 
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falls pharmazeutisch vertragjiche Trager-, Hilfs-, Verdfinmmgs- und/oder Fuflstoff enthalt 

Di ernndimgsgernaBen Verbindung kann zor Vorbeugung oder systemischen oder lokalen Behandlung von 
Erkrankungen, cfie den Knorpdk und/oder Knochen betreffen, beispielsweisc Osteoprose, Pagefsche Krankhett, 
Osteodystrophia* Osteoarthritis oder Osteoarthropathie und von Schadigungen des Knorpel- oder Knochenge- 
webes venirsacht durch Verletzung oder Oberbelastung, bei Wirbeltieren, insbesondere Simgern wie Menschen, 
verwendet werden. 

Zor Behandlung von Knorpel- und/oder Knochenerkrantamgep oder Defekten kann die erfindungsgemaBe 
Verbindung bei systemiscfaer Appfikatkm injiziert, z. E subcutan, vends oder mtramuscular, nicht-orai, oral oder 
durch jegliche andere pharmazeutisch Obhche Methoden bereitgestellt werden. Bd lokaler Applikation ist die 
Bindung an eine vorstehend definierte Tragennatrk und/oder Appfikatkm direkt auf dem Knochen oder 
Knorpel mdgficL Die Dosis Kegt je nach Art der Proteinkomponente und der Anhanggrnppe in Abhangigkeh 
von der Applika tronsart, dem Krankhehsbild und dem Znstand des Patienten im Bereich von 0,1 bis lOOOug/kg 
Kdrpergewicht. 

Die Figuren zetgen: 

Fig. 1 zeigt die voDstandige Amhx>sauresequenz des Veriftrfeiproteins des humanen TGF-f*-Proteins MP52. 
Der Beginn des reifen Proteins Kegt vorzugsweise im Bereich der Aininosauren 361-400, besonders bevorzugt 
bei Aminosinre 38 1 oder 382. Der reife Proteinantefl enthalt die sieben konservierten Cysteine an den Poshio- 
nen 400^429, 433, 465, 466, 498 und 50a 

Fig. 2 zeigt die fur das in Fig. 1 gezeigte Protein kodierende Niiklemsauresequenz. Das ATG-Startcodon fflr 
das Voriauferprotein begmnt mit Nukleotid 64a Das reife Protein beginnt bevorzugt mit Nukleotid 1 780 oder 
Nukleotid 1783. Das Stoppoodon begmnt mit Nukleotid 2143. 

Mh den erfindungsgemiBea Verbindungen kdnnen Ericrankungen, die mit einem Knochenverlust einherge- 
hen, wie er Z.B. bedingt ist durch Alter, Storrwechselerkrankungen oder entzundnche Prozesse, gezieh behan- 
delt werden. Ein Beispiel ist die Osteoporose, bei der eine unzuretchende Neubildung von Knochensubstanz 
erfolgt Erkrankungen wie Osteodystrophia fibrosa generalisata, die mit einem regellosem Knochenabbau 
emheigent oder die Pagefsche Krankbe^ 

oder auch Osteoarthritis oder Osteoarthropathie kdnnen mh den errmdiingsgemaBen Verbindungen behandelt 
werden. Geeignet sind die erfindungsgema'Ben Verbindungen auch als vorbeugende MaBnahmen. Geztehe 
lokale Behandlungen sind auch bei Schadigungen des Knorpel- und/oder Knochengewebes wie z. B. Knochen- 
frakturenoderSporrverletzu^ 

len mogfich. Die erfind u ngsgem&Ben Verbindungen ermdglichen auch die Fbrierung zweier beweglicher Kno- 
chenteile durch deren Verbindung wie Z.B. die Verbindung zweier Ruckenwirbel fiber eine neu gebOdete 
Knochenbrucke, wie es z. R. bet Bandscheibenproblemen von Vorteil sein kann. Vorteile bietet die Verbindung 
auch bei grofien Tragermatrices wie sie z»& bei der kQnstltchen Verlangerung von Gfiedmafien oder in der 
plastischen Grirurgie benStigt werden, VoiteOhaft sind die erfindungsgemaBen Verbindungen auch in der 
Tahnmedh dn bei z. B. Kief erbehandlmig und Paradonthosa 

Ein Vorteil der erfmdungsgemaBen Verbindungen ist die MSgfichkeh, lokal apphzierte, knorpel- und knochen- 
induzierende Faktoren an ihrem Zielort gezielt zu fixieren und eine Diffusion in benachbartes Gewebe zu 
vermindern. Dies hat vorteflhafterweise eine deutliche Reduzienmg der erf orderfcchen Dosen zur Folge. Ferner 
kann eine Fre i setzung der erfindungsgemifien Verbindung aus einem implantierten vorstehend definierten 
Tragennatrix veriangsamt oder verhmdert werden. 

Mit dem dieser Erfmdung zugrundefiegenden synergistischen Effekt durch Kombination von zwei Wirkungs- 
mechanismen in einer Verbindung; d h. pharmazeudsche Wirkung und deutfich erhdhte Affmhat zum Wirkort, 
kdnnen deutfich bessere Ergebnisse bei Behandlungen erreicht werden. Zusatzlich ist nun gemafi der vorliegen- 
den Erfmdung mdgKch, daB ein knochenindWerender Faktor, der eine Aktivierung der Osteoblasten (Zellen, die 
verantwortlich fur den Knochenaufbau sind) verursacht, gleichzertig mh einem Faktor, der die Hemmung yon 
Osteoklasten (Zellen, die verantwortlich fur den Knochenabbau sind) bewirkt, e in ge s etet werden kann. Dies hat 
eine Erzeugung neuer Knochenmatrix zur Folge, was die negative Bfianz bei Krankhehen des Knochenstoff- 
wechsels deutfich in einen posfoven Bereich uWfQhren kann. So kdnnen Krankheiten, die den Knochenstoff- 
wechsel, insbesondere den Verlnst an Knochensubstanz betreffen, wie Z.B. die Osteoporose wesentBch wir- 
kungsvonerbehandehwerden. 

Patentanspruche 
1. Verbindung, umfassend folgende aDgemeine Formel: 
AXmBn 

wobei A ein Protein der TGF-P^uperfarniEe mh knorpel- und/oder knochenmduzierender Aktivhit oder 
ein Fragment davon bedeutet, B eine oder mehrere gleiche oder verschiedene Anhanggruppen mh einer 
Affmhat zur extrazeflularen Matrix und/oder zeflularen BestandteOen des Knorpels und/oder Knochens 
und/oder zu einer bbkompatibien Ti^germatrix bedeutet, X eine oder mehrere kovalente Bindungen 
und/oder einen oder mehrere gleiche oder verschiedene Abstandshalter bedeutet, n eine gauze Zahl von 
1— 20 bedeutet und m eine ganzeZahl von 1—20 bed utet 

Z Verbindung nach Anspruch 1, wobei A ein Protein aus der GDF- oder BMP-Famflie oder ein Fragment 
davon ist. 

3. Verbindung nach Anspruch 1 oder 2, wobei A ein Protein mit folgender Primarsequenz 
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MRLEWMEIf UmJMIKS FICIVDaTO I£33?P03IKP aAKaE&KESl 
EELARNVERP NfiKRSAKDCSr QQPX3GUIQEK KEEEKKLPER 

EGGEEBKKH PFQfIKQA£I»R Wi l J^33QLPG QKAEEKftCSV ESSEUKKSR 
EPCSEREEKE EFEEPPTUH EXMLSLXRIL SQAl£<FGGN5 SVKISfflMJ 5 
'I'lWlLHg ^ rfnFm^VffFP EWFrT^T* gnCTrrararg TTRggpgnra 
I3ftAPQ3GRA AQLKEfiSCPS (SQSbSLlBJ RSVPCH3GSS WSMnWKTJ? 
BNBKNSftQLC ISiSfflSHCR WHLEGLGBD RMRQHHEKA LFXWF3KIKK to 
RESJTKEIKA RS33XKTvY ESXfSQRBKR RAHTffiE^K RPSKNLKARC 
SRKAIiJWJEK IM3&CT3flnA HEffiftFfEE IEPIKHAVIQ 
TIKNaCfPES TEPTCEVPIR IgETSITJlD SmNVWQ? EEMVVESOQC 
R is 



V. 



oder ein Fragment davon ist 

4. Verbmdung nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei X eine kovalente Bindung ist 20 

5. Verbindung nacfa einem der AnsprQche 1 bb 3, wobei X ein Abstandsfaalter mit mindestens zwei 
reaktiven, zur Bindung an A and B befihigten Gruppen, ist 

6. Verbmdung nach Anspruch 5, wobei die reaktiven Gruppen gleich oder unterschiedlicb sind. 

7. Verbindung nach Anspruch 5 oder 6, wobei die reaktive Gruppe eine Carboxyigruppe, eine Aminogrup- 
pe, eine Hydroxyigruppe oder eine Sulmydrylgruppe ist 25 

8. Verbindung nach einem der Anspruche 5 bis 7, wobei der Abstandshalter X ein Oligopeptid ist oder eine 
Verbindung ist; die eine oder mehrere Einheiten mit 1—100 Kettenatomen umfaBt wobei die Kettenatome 
unsubstituiert oder durch Hydroxyl-, Sulfhydryi-, Alkyi-, und/oder cydische oder heterocyclische Gruppen 
substituiert sind, und die Emherten gegebenenfalls uber Sauerstoff- und/oder Schwefel- Atome verbruckt ist 

9. Verbindung nach einem der AnsprQche 1 bis 3, wobei X sowohl eine oder mehrere kovalenten Bindungen 30 
als auch eine oder mehrere Abstandshalter nach einem der Anspruche 5 bis 8, bedeutet 

la Verbindung nach einem der Anspruche 1 bis 9, wobei die Anhanggruppe B ein Peptid ist 

1 1. Verbindung nach einem der Anspruche 1 bis 1 ft wobei die Anhanggruppe B ein Peptid ist und mh semen 
OTenninus uber eine Amidbindung an N-Tenninus von A gebunden ist 

12. Verbmdung nach einem der Anspruche 1 bis 10, wobei die Anhanggruppe B ein Peptid ist und der 35 
Abstandshalter X ein Oligopeptid ist; und das Peptid ist mit sememC-Tenninus uber eine Amidbindung am 
N-Terminus des OKgopeptids gebunden ist und das Oligopeptid mh seinem CTerminus fiber eine Amidbin- 
dung am N-Tenninus von A gebunden ist 

13. Nukieinsaure, enthaltend mindestens eine fur eine Verbmdung von Anspruch 10, 11 oder 12 kodierende 
NuMeinsSuresequenz. 40 

14. Vektor, enthaltend eine Nukieinsaure von Anspruch 13. 

15. WirtszeIle, enthaltend eine Nukieinsaure von Anspruch 13 oder den Vektor von Anspruch 14. 

16. Verfahren zur HersteDung einer Verbmdung nach Anspruch 10, 1 1 oder 12, umf assend die Schritte: 

(a) Transformation geeigneter WirtszeQen mit einer Nukieinsaure von Anspruch 13 oder einem Vektor 
von Anspruch 14, 45 

(b) Zfichten der transformierten WirtszeQen unter fur die Expression der Verbindung geetgneten 
Bedingungen in einem Kulturmedium, und 

(c) Isouerung einer Verbindung aus den Wirtszellen und/oder dem Kultunnedhnn. 

17. Verbindung nach einem der Anspruche 1 Ins 9, wobei die Anhangsgruppe B eine Diphosphonsaure ist 
und mindestens eine zur Kopphmg an A oder X befahigte, vorzugsweise endstandige Gruppe enthah, oder 50 
ein Sab davon ist 

1 8. Verbindung nach Anspruch 1 7, wobei die Anhanggruppe B folgende Formel 



R-(P03H2)2 



55 



umfaBt, worin der Rest R Rl — C— R2 bedeutet, worm Rl eine Hydroxyigruppe, Aminogruppe, Habgen- 
gruppe, Carboxyigruppe, Sulfhydrylgruppe, Guanidmiumgruppe oder Wasserstoff gruppe bedeutet und R2 
einen unsubstrtuierten oder durch CI — C20 Alkyi- und/oder Aryireste und/oder Kohlenhydratreste substi- 
tuierten, hnearen, verzweigtkettigen, cychschen oder heterocycfischen, gesattigten oder ungesattigten 
CI — 20-KohlenwasserstonVest bedeutet 60 
19. Verbindung nach Anspruch 17, welche Alendronsaure, aodronsaure, Pamidronsaure, Etidronsaure, 
Neridronsaure, Risedronsaure, Tlludronsaure, MiMronsaure, Ammohydroxy-PropyUden-Diphosphonsau^ 
YM 175 oder BM-2 10995 ist 

2a Verbindung nach Anspruch 17, welche ein Derivat der GuanidmaIkyl-l,lHiiphosphc^auren oder der 
heterocychsche Iminobismethyiendiphosphonsauren ist 6$ 

21. Verbindung nach Anspruch 1 7, welche ein Derivat der l-Hydroxy-14-diphosphonsauren ist 

22. Verbmdung nach einem der AnsprQche 17 bis 21, wobei die zur Kopphmg an A oderX befahigte Gruppe 
eine Carboxyigruppe, ine Aminogruppe, Hydroxyigruppe oder Sulfhydrylgruppe ist 
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23. Verfahren zur HersteHung einer Veitrindung nach den Anspruchen 17 bis 22, wobei die Anhanggruppe B 
chemisch fiber em kovalente Bindung an A gekoppelt wird. 

24. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung nach den Ansprfichen 17 bis 22, wobei die Anhanggruppe B 
chemisch an den Abstandshafter X gekoppelt wird und/oder der Abstandshalter X chemisch an A gekoppelt 
wird. 

25. Pharmazeurische Zusammensetzon& enthahend eine Verbindimg nach einem der Anspruche 1 bis 12 
and 17 bis 22, gegebenenfaOs mgammpn mh phannazeutisch vertraglichen Trager-, Hilfs-, Verdfinnungs- 
und/oder Fullstoffen. 

26. Verwendung einer Verbindimg nach einem der Anspruche 1 bis 12 oder 17 bis 22, zur Vorbeugung oder 
lokalen oder systernischen Behandhmg von Erkranknngen, die den Knorpel und/oder Knochen betreffen 
wie beispielsweise Osteoporose, Paget'sche Krankheh; Osteodystrophia, Osteoa 

pathie tmd von Schaciigungen des Knorpel- oder Knochengewebes verursacht durch Verletzung oder 
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Figur l 



MRLPKLLTFL LWYLAWLDLE FICTVLGAPD LGQRPQGTRP GLAKAEAKER PPLARNVFRP 
GGHS YGGGAT NANARAKGGT GQTGGLTQPK KDEPKKLPPR PGGPEPKPGH PPQTRQATAR 
TVTPKGQLPG GKAPPKAGSV PSSFLLKKAR EPGPPREPKE PFRPPPITPH EYMLSLYRTL 
SDADRKGGNS SVKLEAGLAN TITSFIDKGQ DDRGPWRKQ RYVFDISALE KDGLLGAELR 
ILRKKPSDTA KPAAPGGGRA AQLKLSSCPS GRQPASLLDV RSVPGLDGSG WEVFDIWKLF 
RNFKNSAQLC LELEAWERGR AVDLRGLGFD RAARQVHEKA LFLVFGRTKK RDLFFNEIKA 
RSGQDDKTVY EYLFSQRRKR RAPLATRQGK RPSKNLKARC SRKALHVNFK DMGWDDWIIA 
PLEYEAFHCE GLCEFPLRSH LEPTNHAVTQ TLMNSMDPES TPPTCCVPTR LSPISILFID 
SANNWYKQY EDMWESCGC R 
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Figur 2 

CCATGGCCTCGAAAGGGCAGCGGTGATTTTTITC^ 

TTTAGACAGCATGACATCAGAGAGTAATTAA^ 

TTCCTGAGTTCAGGTTTGTAAAAGATTTTTCTGA 

GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGAAGTA 

GGGGGAAAAAAAAACTGGAGCACACAGGCAG 

TCCCTCAGCCTTATACAAGCCTC^ 

CGGTTGGCTTTCTCCTTTCAAGAACX3AG 

GTCTGGATACGAGAGCATTTCCACTATGGGACTGGATA 

CAAGAGTCTCAGACTGAGGAGAAAGCCTTT^ 

TTTGAAAGTCCACTCCTTTCATGGTTTT^ 

CGCTGTTCTCTTTGGTGTCATTCAGCGGCTGGCCAGAGGATGAGACT 

ACTTTCTTGCTTTGGTACCT^ 

GCCCCTGACTTGGGCCAGAGACC^ 

AAGGAGAGGCCCCCCCTGGCCCX3GAA 

GGGGCCACCAATGCCAATGCCAGGGCAAAGGGA 

CAGCCCAAGAAGGATGAACCCAAAAAGCT^ 

CCAGGACACCCTCCCCAAACAAGGCAGGCTACAGCCCGGACT 

CTTCCCGGAGGCAAGGCACCCCCAA^ 

AAGGCCAGGGAGCCCGGGCCCCCACGAGAGCCC^ 

ACACCCCACGAGTACATGCTCTCGCTGTAC^GGACGCTGTCCGATG 

GGCAACAGCAGCGTGAAGTTGGAGGCTGGCCTGGCCAACACCAT 

AAAGGGCAkGATGACCGAGGTCCCGTGGTCAGGA^ 

GCCCTGGAGAAGGATGGGCTGCTGGGGGCCGAGC^ 

GACACGGCCAAGCCAGCGGCCCCCGGAGGC^ 

TGCCCCAGCGGCCGGCAGCCGGCCTCCTTGCTGGATGTGCGCT 

GGATCTGGCTGGGAGGTGTTCGACATCTGGAAGCTCTTCC^ 

CAGCTGTGCCTGGAGCTGGAGGCCTGGGAACGGGGCAGG 

GGCTTCGACCGCGCCGCCCGGCAGGTCCACGAGAAGGCCCTGTTCCT 

ACCAAGAAACGGGACCTGTTCTTTAATGAGATTAAGGCCCGCT 
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Fortsetzung : Figur 2 

ACCGTGTATGAGTACCTGCT 

CAGGGCAAGCGACCCAGCAAGAACCTTAAGGCT 

AACTTCAAGGACATGGGCTG^ 

CACTGCGAGGGGCTGTGCGAGTTCCCATTGCGCTCCCACCTGGAGCC 

GTCATCCAGACCCTGATGAACTC^ 

CCCACGCGGCTGAGTCCCATCAGCATC 

AAGCAGTATGAGGACATGGTCGTGGAGTCGTGTGGCT^ 

GTCTTCCTGGGTGGCACATCCCAAGAGGCCCTTCCTGC^ 

CAGGAAGCTGTGGC^GGAGCATCTACACAGCTTGGGTGAAAGGGGATTC 

CTCGCTCTCTGAGTGTGACITGGGCTAAAGGCCCCCTTT^ 

GAGGATTGCTGCCCGTCTGCTGATGTGACCAGTGGCAGGCACAGG 

TCTGAATGGGACTGAGTCCCAGGAAACAGTGCnT^ 

TCCTCACCTGGGCCTTCTCAGCCTCTGGACTCT 

GTGCCACTGCCTCCTCAAATCACATTT 

AGAAGCTGACTGGGCAAGAGTGGGAGAGAAGAGGAGAGGGCTTGGATAGAGTTGA 

GTGAGGCTGTTAGACTGTTAGATTTAAATGTATATTGATGAGATAAAAAGCA 

CCT 
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